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人参皂甙 Rd预处理可减轻谷氨酸所致的 PC12细胞损伤 *
李 楠 史永强 高 璐 张 刚 米伟阳 史航宇△

（西安市儿童医院神经外科 陕西西安 710003）

摘要 目的：研究人参皂甙 Rd(Ginsenoside Rd)预处理对谷氨酸所致 PC12细胞损伤的影响。方法：将体外培养的 PC12细胞分为 3

组，分别为对照组(Control)、谷氨酸损伤组(Glu)和人参皂甙 Rd预处理组(Rd)。Control组细胞正常培养；Glu组细胞暴露于含 10

mM 谷氨酸的 DMEM 培养基中损伤 24 h；Rd 组细胞经 50 滋M 的人参皂甙 Rd预处理 30 min后，在谷氨酸浓度为 10 mM 的
DMEM培养基中损伤 24 h。采用 MTT检测细胞活力和乳酸脱氢酶(LDH)检测试剂盒检测 LDH释放量；流式细胞仪检测胞内活

性氧(ROS)水平；Western blot检测还原型谷胱甘肽蛋白(GSH)表达；专用试剂盒检测细胞内过氧化氢酶(CAT)和超氧化物歧化酶
(SOD)含量，相差显微镜观测细胞形态。结果：50 滋M的人参皂甙 Rd预处理 30 min，可明显提高谷氨酸诱导的 PC12细胞的活力，

降低其 LDH释放量、胞内 ROS含量，并提高胞内 GSH蛋白表达，增加 CAT、SOD含量并改善细胞形态。结论：人参皂甙 Rd预处
理可减轻谷氨酸引起的 PC12细胞损伤。
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Ginsenoside Rd Preconditioning Attenuates Glutamate-induced Injury
in PC12 Cells*

To investigate the protection of ginsenoside Rd on the glutamate-induced injury of PC12 cells.
PC12 cells were assigned into three groups, including control group (Control), glutamate exposure group (Glu) and ginsenoside Rd
preconditioning group (Rd). The cells of control were cultured in drug-free medium; the cells of Glu were exposed to 10 mM glutamate

dissolved the DMEM medium for 24 h; the cells of Rd group were pretreated with 50 滋M ginsenoside Rd for 30 min, and then exposed
to 10 mM glutamate for 24 h. MTT method was used to determine the cell viability; LDH release was assessed by a reagent kit; flow
cytometry was taken to assess the intracellular reagent oxygen species (ROS) level; intracellular glutathione protein expression was

determined by western blot; superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) reagent kits were used to determine the intracellular SOD
and CAT levels; the phase contrast microscope was taken to investigate the morphology of PC12 cells. Ginsenoside Rd increased
the cell viability markedly, decreased LDH release, reduced the intracellular ROS level, increased intracellular GSH expression, SOD and
CAT levels. In addition, the ginsenoside Rd ameliorated the morphology of PC12 cells exposed to glutamate. Ginsenoside

Rd pretreatment ameliorates glutamate-induced injury of PC12 cells.
Ginsenoside Rd; Preconditioning; Glutamate; Oxidative stress; PC12 cells

前言

高浓度谷氨酸可引起神经元兴奋性损伤，是脑缺血再灌注

的重要损伤机制之一。脑缺血发生后，缺血神经元大量释放谷

氨酸至神经突触间隙，进而导致突触间隙的谷氨酸含量异常升

高，最终产生神经元发生异常兴奋和氧化应激损伤[1]。因此，降

低谷氨酸引起的神经元兴奋性损伤可有效降低脑缺血的危害。

人参皂甙 Rd(ginsenoside Rd)是从中药人参或三七中提取出的

生物活性物质[2]。研究发现，人参皂甙 Rd可减少大鼠皮层的神

经元凋亡[3]。细胞实验表明，人参皂甙 Rd可减轻海马神经元的

氧糖剥夺损伤，产生神经保护作用[4]。但人参皂甙 Rd的神经保

护机制至今尚不清楚。预处理是指在组织或器官发生致死性损

伤前，给予其亚致死剂量的刺激，可减轻随后的致死性剂量损

伤的损伤程度的现象[5]。PC12细胞是一种大鼠嗜铬细胞瘤细胞

系，被广泛应用于体外模拟神经元的试验[6]。本研究拟采用谷氨

酸损伤 PC12细胞模拟神经元的兴奋性损伤，观察人参皂甙
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RD与处理对谷氨酸诱导的 PC12细胞损伤的保护效果，并探

讨其可能的机制。

1 材料与方法

1.1 细胞培养
PC12细胞由中科院上海生命科学研究所赠予。细胞培养

基采用高糖型 DMEM 培养基(Gibco, USA)，含 10%胎牛血清
(Gibco, USA)和 1 %青链霉素混合溶液(北京索莱宝，中国)。细

胞培养在 37 ℃细胞培养箱中，箱内气体含 95%空气和 5 %

CO2。

1.2 分组与处理

将 PC12细胞分为 3组，分别为对照组(Control)、10 mM谷

氨酸损伤 24 h组 (Glu)、50 滋M的人参皂甙 RD预处理组(Rd)。
Control组细胞在正常培养基中培养；Glu组细胞在谷氨酸浓度

为 10 mM的 DMEM培养基中暴露 24 h；人参皂甙 Rd预处理
组将 PC12 细胞暴露于 50 滋M 的人参皂甙 RD 中预处理 30

min后，再暴露于含谷氨酸浓度为 10 mM的 DMEM中损伤 24
h，随后进行检测。
1.3 细胞活力检测

细胞活力检测采用噻唑蓝(MTT)法。将细胞种植于 96孔

板，处理完毕后，每孔加 MTT溶液(5 mg/ml)20 滋L，混匀，在 37

℃细胞培养箱中孵育，4 h后，小心吸去上层培养基，每孔加
150 滋L二甲基亚砜，混匀后在 492 nm波长下测各孔吸光度。
1.4 LDH释放检测

LDH释放量检测采用 LDH检测试剂盒 (南京建成生物工

程研究所，中国)进行检测。取各处理组待测细胞培养上清液
20 滋L，采用比色法，按试剂盒检测说明进行检测。
1.5 细胞内 ROS含量检测

将细胞接种于 24孔板上，密度为 106个 /孔，处理完毕后，

将待测细胞在含有异硫氰酸荧光素(fluorescein isothiocyanate，
FITC)的无血清培养基中 37℃孵育 30 min后，用无血清培养基
清洗 3次，每次清洗 5 min，清洗完毕后，每孔加入无血清
DMEM培养基 1 mL，采用荧光显微镜(Nikon，日本)随机选取

视野并拍照。随后用胰酶将细胞消化并制成细胞混悬液，使细

胞密度大于 106个 /mL，用流式细胞仪检测各组细胞荧光强度。
1.6 Western blot检测 GSH的表达

将细胞接种于 6孔培养板上，密度为 5× 106个 /孔，处理
完毕后，每孔细胞加入 500 滋L细胞裂解液，5 min后，将细胞用
细胞刮收集至离心管，4 ℃离心后，收集上清蛋白溶液，定量后
用于检测。蛋白质经聚丙烯酰胺凝胶电泳后，转移至聚偏氟乙

烯(polyvinylidene fluoride，PVDF)膜上。5 %脱脂奶粉封闭，4 ℃

过夜，加入 1:500稀释的兔抗大鼠 GSH一抗，37 ℃孵育 4 h，再
加上山羊抗兔二抗 4 ℃过夜，化学发光法显色，凝胶成像系统
(Bio-Rad公司，美国)进行图像分析。应用 茁肌动蛋白(茁-Actin)

作为内参。

1.7 细胞内 SOD和 CAT含量的检测
细胞内 SOD和 CAT含量的检测采用相应检测试剂盒(南

京建成生物工程研究所，中国)进行检测。将接种于 6孔细胞培

养板的细胞处理完毕后，使用细胞裂解液在 4 ℃裂解细胞 5

min，随后使用细胞刮将细胞和培养板内液体收集并在 1500

rpm转速离心 10 min，取裂解液离心后上清进行细胞 SOD和
CAT含量检测，具体方法按照试剂盒说明进行。
1.8 细胞形态的观察

将处理完毕的细胞在相差显微镜下随机选取视野进行观

测，并在 10× 40倍镜下拍照。
1.9 统计学方法

采用 SPSS15.0 进行分析，实验数据采用均数± 标准差
(Means± SD)表示，使用单因素方差分析(one-way ANOVA)进

行组间差异性检验，两组间的比较采用 SNK-q检验，以 P＜

0.05表示组间存在统计学差异性。

2 结果

2.1 不同浓度人参皂甙 Rd预处理对谷氨酸诱导的 PC12细胞

活力的影响

采用不同浓度 (0、5、50和 500 滋M) 人参皂甙 Rd预处理
PC12细胞 30 min后，分别在正常培养基或含 10 mM的谷氨酸

中培养 24 h。如图 1A所示，仅用 10 mM处理的 PC12细胞的

活力显著低于正常对照组，而不同浓度(5、50和 500 滋M)人参

皂甙 Rd预处理后的 PC12细胞活力较未经人参皂甙 Rd预处

理的 PC12显著升高。其中，50 滋M的人参皂甙 Rd预处理可产
生最好保护作用，与 Glu组(55.2± 4.0 %)相比，其细胞活力升

高至 81.6± 1.7 %(P<0.05)，故以下实验选取 50 滋M为最佳人参

皂甙 Rd预处理的浓度。

图 1 人参皂甙 Rd预处理对谷氨酸诱导的 PC12细胞活力、LDH释放

的影响。A：人参皂甙 Rd预处理可抑制谷氨酸诱导的 PC12细胞活力

的下降；B：人参皂甙 Rd预处理可降低谷氨酸诱导的 PC12细胞中

LDH释放的增加

Note：*：P<0.05 vs. Glu; ***: P<0.001 vs. Glu, n=10.

Fig.1 Effect of Ginsenoside Rd preconditioning on the cell viability and

LDH release in PC12 cells induced by glutamate. A: Ginsenoside Rd

preconditioning inhibited the decrease of cell viability in PC12 cells

induced by glutamate; B: Ginsenoside Rd preconditioning decreased the

increase of LDH release in PC12 cells induced by glutamate
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2.2 人参皂甙 Rd预处理对谷氨酸诱导的 PC12细胞 LDH释放

量的影响

LDH是一种细胞内酶，在细胞发生损伤或死亡时，细胞内
LDH可释放至培养基内，导致培养基 LDH含量升高。LDH释
放量常用来反映细胞的损伤水平 [7]。如图 1B所示，Glu组的
LDH释放量为 1461.0± 138.1 U/L，较正常对照组显著升高，而
Rd组 LDH释放量降至(857.4± 93.6 U/L)，显著低于 Glu组，表

明人参皂甙 Rd预处理可显著降低 LDH释放。
2.3 人参皂甙 Rd预处理对谷氨酸诱导的 PC12细胞内 ROS水

平的影响

细胞发生氧化应激损伤时，胞内 ROS含量显著增加，胞内

过量的 ROS可对细胞膜和线粒体造成氧化应激损伤，进而引

起细胞发生凋亡[8]。本研究结果显示(图 2)，10 mM的谷氨酸作
用 PC12细胞 24 h，细胞内 ROS的含量(354.7± 48.1 %)较正常

对照组显著增加，50 滋M的人参皂甙 Rd预处理 PC12 细胞 30

min，可明显降低谷氨酸诱导的细胞内的 ROS含量 (190.2±
24.1 %，P＜ 0.05)。

图 3 人参皂甙 Rd预处理可增加 PC12细胞内 GSH表达、SOD和 CAT含量。A：GSH表达；B：胞内 SOD水平；C：胞内 CAT水平

Fig.3 Ginsenoside Rd preconditioning increased GSH expression, intracellular SOD and CAT levels. A: GSH expression; B: intracellular SOD level;

C: intracellular CAT level

注：*：P<0.05 vs. Glu, n=6。

Note: *：P<0.05 vs. Glu, n = 6.

图 2 人参皂甙 Rd预处理可显著减少谷氨酸诱导的 PC12细胞内 ROS含量

Fig.2 Ginsenoside Rd preconditioning significantly decreased the intracellular ROS level in PC12 cells induced by glutamate

注：*：P<0.05 vs. Glu, n=8。

Note: *：P<0.05 vs. Glu, n=8.
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2.4 人参皂甙 Rd预处理对谷氨酸诱导的 PC12细胞内 GSH蛋

白表达、SOD和 CAT含量的影响
细胞内抗氧化物 GSH、SOD和 CAT可维持细胞处于还原

状态，减轻氧化应激对细胞的损伤。本研究结果显示：10 mM的
谷氨酸可降低 PC12细胞内 GSH水平至 0.26± 0.04(图 3A)，50

滋M 人参皂甙 Rd显著增加 GSH 表达水平至 0.41± 0.04 (P＜

0.05)。10 mM的谷氨酸作用 PC12细胞 24 h，可将细胞内 SOD

含量降至(41.9± 6.3 %)，人参皂甙 Rd预处理 PC12细胞 30 min

(图 3B)，可明显升高细胞内 SOD含量(69.5± 11.2 %，P＜ 0.05)。
Glu可降低 PC12细胞 CAT至 41.0± 5.1 %(图 3C)，人参皂甙
Rd可明显升高 PC12细胞内 CAT水平至(P＜ 0.05)。
2.5 人参皂甙 Rd预处理对谷氨酸诱导的 PC12细胞形态的影

响

正常 PC12细胞有神经元样突触，呈梭形。10 mM谷氨酸
作用于 PC12细胞 24 h，可使细胞形态变为圆形，仅少量细胞

有神经元样突触，50 滋M的人参皂甙 Rd预处理 PC12细胞 30
min，可明显改善 PC12细胞形态，有神经元样突触细胞数量明

显增多，如图 4。

图 4人参皂甙 Rd预处理可改善 PC12细胞形态

Fig.4 Ginsenoside Rd preconditioning ameliorated the morphology of

PC12 cells

3 讨论

缺血性脑中风发生后，缺血神经元细胞可释放大量谷氨酸

至神经突触间隙，可发生谷氨酸大量聚集，而高浓度谷氨酸可

造成神经细胞发生过度兴奋并造成氧化应激损伤[9]。研究发现，

位于突触间隙的谷氨酸含量大量聚集后，可激活神经元细胞上

的 N-甲基 -D-天冬氨酸 (NMDA, N-methyl-D-aspartic acid)受

体[10]，进而引起神经元细胞发生钙离子内流，而神经原细胞内

高浓度的钙离子可引起神经元细胞发生凋亡。此外，神经元细

胞上的谷氨酸转运体可将胞外谷氨酸转运至细胞内，细胞内的

谷氨酸含量上升可大量消耗细胞内的 SOD 等还原性酶类[11]。

与此同时，可随之在胞内产生大量 ROS[12]，胞内过量的 ROS可

对线粒体呼吸链造成损伤，使神经细胞能量供给发生障碍，进而

可引起神经细胞发生死亡。因此，如何维持神经细胞内的还原 /

氧化平衡，对细胞对抗氧化应激损伤具有至关重要的作用。

缺血预处理的保护作用最早是由 Murry等在研究狗的心

肌缺血损伤时发现[5]，他们发现预先给予狗心脏一定时间的缺

血，可明显降低随后缺血对心肌的损伤。此后，逐步从心脏发展

到其他脏器(如脑)的缺血预处理。除了缺血预处理，各种类型的

药物与处理也逐渐得到了日益深入的研究[13,14]。这些研究有效

避免或减轻了缺血预处理的潜在缺血性损伤风险，临床应用前

景更加广阔。人参皂甙 Rd是中药人参和三七的重要生物活性

成分之一。研究发现，人参皂甙 Rd可显著减轻大鼠脑缺血损

伤，其机制可能与降低神经细胞内 ROS含量、抑制细胞色素 C

生成和保护线粒体损伤有关[2]。此外，Ye等研究发现人参皂甙

Rd可减轻氧糖剥夺和双氧水对神经元细胞的氧化损伤[15,12]，还

有研究显示人参皂甙 Rd可减轻谷氨酸引起的皮层神经元细胞

凋亡[3]。亦有研究表明人参皂甙 Rd产生的神经保护作用可能

与抑制脑缺血发生后的中枢神经系统炎症有关[16]。除神经保护

作用外，人参皂甙 Rd还有抗炎、抗肿瘤和抗辐射等多种生物学

效应，但其作用机制较复杂，作用靶点尚待阐明[17]。

本研究结果显示：50 滋M的人参皂甙 Rd 预处理 PC12 细

胞 30 min，可明显减轻 10 mM谷氨酸引起的 PC12细胞活力下

降、降低胞外 LDH 含量、降低胞内 ROS水平、提升胞内 GSH

蛋白表达水平、SOD和 CAT含量，并改善 PC12细胞形态。这

些结果表明人参皂甙 Rd预处理可显著降低谷氨酸所致 PC12

细胞的氧化应激损伤，可能通过增加 PC12细胞内抗氧化物质

含量，减轻氧化应激损伤，进而产生神经保护作用，其确切的保

护作用机制还有待于进一步的研究。
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